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論 文 内 容 要 旨
アーバスキュラー菌根菌(Fig.1)は土壌性の真菌
類であ り、イネ科 ・マメ科草を含む多 くの草本植物
の根に感染 し菌根を形成する。アーバスキュラー菌
根菌は宿主植物から光合成産物の供給を受ける一方
で、宿主植物に土壌 中の リン酸を供給する。すなわ
ち植物 と菌根菌は相利共生の関係にある。
日本の野草地の多 くは高い燐酸固定能をもつ黒 ボ
ク土地帯 に立地 しているため、土壌中の可給態燐酸
レベルは常に低い状態にある。 しかし、野草地に優
占群落を形成するススキやシバなどは、その様な低
養分環境下において も高い生産性を示す。これまで
の研究か ら野草地植物はアーバスキュラー菌根菌 に
強く感染 していることが示されており、アーバスキ
ュラー菌根菌がそのような植物生産に重要な役割を
果たしていると考え られる。
アーバスキュラー菌根研究では、感染菌種の同定
の困難さか ら、これまでアーバスキュラー菌根菌を
一つの機能単位 として扱 うことが多かった。現在ア
ーバスキュラー菌根菌は5科7属 約150種(Fig2)
記載されている。それらの共生機能や植物の生育反
応性は感染菌種により異なるとの報告 もあり、感染
菌特定の重要性が認められてきている。近年、アー
バスキュラー菌根菌にっいて遺伝情報を用いた系 統
解析、遺伝的多様性の評価、菌種同定の試みが行わ
れてお り、野外のアーバ スキュラー菌根菌群集構造
の解明に対 して も分子生物学的手法の利用が期待 さ
れつつある。
本研究では、わが国の主要な野草植生であるスス
キ草地およびシバ草地におけるアーバスキュラー菌
根菌群集構造の解明のため1)顕 微鏡観察による感
染率の季節変動の追跡、2)遺 伝情報を利用 した感
染菌の識別法の開発、3)開 発 した感染菌の識別法
を利用 した野草地植物におけるアーバスキュラー菌
根菌群集構造の動態解析を行った。
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1.顕微鏡観察によるアーバスキュラー菌根菌の野
草地における感染実態
野草地におけるアーバスキュラー菌根菌の感染実
態を把握するため、野草地の代表的な優占草種であ
るススキ(廊c即伽5曲eπ謡5Andeおs.)とシバ(Z醐∂
即 伽趨Steud・)について顕微鏡観察 により感染率の
季節変動を追跡 した。また、ススキ草地の共存植 物
であるオカ トラノオ(五粥加∂cゐfadθ血痴鷹5Duby)、
ミツバツチグ リ(Po吻`f〃3蜘∫aη∂Bomm)の菌根
菌感染についても同時に調査 した。
ススキ とシバは地上部バイオマスが8月 に最大 と
な り、それ と同時に感染率 も最大に達 した(Fig・3a;
Fig・4)。その後、感染率はススキで減少 し、シバで
は一定に推移 した。この感染率の季節変化の違いは
植物の示す繁殖時期の違いや地上都採食後の再生力
の違いによると推察された。
また、ススキ草地に共存するススキ、オカ トラノ
オの感染率は生育 シーズン初期に低い値を示 してい
たが、生長にともない感染率は増大 し、開花期に最
大に達 した(Fig.3a,b)。開花期以降、感染率は急
激に減少 レた。生育 シーズン初期の栄養生長期には
光合成産物が植物体全体に分配 されるが、開花期以
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降の生殖生長の進んだ段階では、光合成産物の繁殖
器官への分配が増大 し、根への分配率が減少するた
め、宿主植物 と菌の共生関係が保てな くなったもの
と推察 された。一方、 ミツバツチグ リの感染率は生
育シーズンを通 して高い値を維持 した(Fig。3c)。
ミツバツチグ リは他の2草 種に比べ乾物に しめる根
茎の割合が高 く、この炭水化物貯蔵能力の高さが ミ
ツバツチグリの高い感染率維持と関連すると考え ら
れる。これ らの調査から感染率の変動は植物の物質
生産様式、炭素分配、フェノロジーなどに関係す る
ことが示唆された。
2。18SrRNA遺伝子情報 によるアーバ スキ ュラー
菌根菌識別法 の開発
アーバスキュラー菌根菌の共生実態を把握す る際、
根の感染率だけではな く、菌根中の感染菌種 も明 ら
かにす ることが重要となる。そこで野外菌根を対象
として遺伝晴報を利用 した感染菌の識別法の開発 を
行 った。
1)ま ず 野外 菌 根 か らpolymerasechainreadion
(PCR)に耐 え うる純度のDNAを 抽 出す るため、
5種類 のDNA抽 出方法を検 討 した。 その結果 、ボ
イル法 とイ ソプロパ ノール沈殿処 理を組 み合 わせ た
方法が有効で あることが示 され た。
2)野 外 菌根か ら抽出 したDNAを 鋳型 としてア
ーバ スキ ュラー菌根 菌に由来す る18SfRNA遺伝子
のPCR増 幅産 物を得 るため、PCR増 幅法 の検討 を
行 った。d磁PCRとnestedPCRの2種類の方法 を
検討 した ところ、野外菌根か ら増 幅産物 を得 るに は
d鰍PCRに 比べn磯edPCRが有効 である ことが確
認 された(Table1)。しか し、既存 の分 類群特 異 的
プ ライマーで はアーバスキ ュラー菌根菌 の検 出 に 限
界 があることが明 らか とな り、新 たな特異 的プ ライ
マーの設計の必要性が認 め られた。
3)nestedPCRに適 した新たな特異 的プ ライセー
を設計す るため、データベース検 索を行 うこ とで 、
アーバ ス キュ ラー 菌根 菌特 異的 プ ラ イマ ーで あ る
MycF-MycRおよびAMF-AMRを設計 した。
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Table1.Detection(+)ofamplifiedproductsfromfield-collectedrootsusingthenestedPCRandthedirectPCR.
Plantspecies
NestedPCRbPDirectPCRoD
Sampleno.瑚Colorliza重ionVANSIVANSIVANSIVANSIVANSIVANS1
(%)一VAGLO__一VAACAU-VAGIGA-VAGLO-VAACAU-VAGIGA
Aπ的o翼aρ酌umodσra如mL
ρaσ切 ε9'omθ旧陀L
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aIndividualplantswerecollectedindependentlyfromdifferentsites,
切NestedPCRwaspe市medw穐hSS38-NS21followedbyVANS1-VAGLO,VANS1-VAACAUorVANS1-VAαGA,
ｰ'DirectPCRwaspertorrnedwithVANSi-VAGLO,VANS1-VAACAUorVANSi-VAGIGA.
次 に設計 した プライマ ーを用 い、増 幅 したPCR産 物
を も と にrestdction㎝呂ymef㎎mentleng1h
polymorphism(RFLP)解析 および系統解析を行 うこ
とで感染菌 の系統位 置の把握を試みた。 まず、設 計
したプ ライマーを用 いて 皿estedPCRを行 った。得 ら
れた増 幅産物 をク ローニ ング し、 その 中の247クロ
ー ンにつ いて6種 の制限酵 素を用 いてPCR-RFLP解
析.を行 った。その結果57種 類のRFLPパ ター ンを得
た。各RFLPパ ター ンごとに塩基配列 を決定 し系統
解析 したところ、67ク ロー ン中64ク ロー ンが アー
バスキ ュラー菌根菌 の系統 に属 している ことが確 認
され、プ ライ マ ーの特異 性の 高さが 示 され た(Fig.
5)。また、この方 法 によ り感染菌 の詳細 な分類群 レ
ベルの検出が可能 とな った。
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3.ススキ ・シバ根に共生するアーバスキュラー
菌根菌群集構造の動態解析
ススキとシバではアーバスキュラー菌根菌感染に
対 して放牧による反応性が異なることが知 られてい
る。ここでは特にススキとシバに地上部収奪処理を
行い、開発 した識別法を用いて菌根中のアーバスキ
ュラー菌根菌群集構造の変動を追跡 した。
系統解析か らススキおよびシバに感.染するアーバ
スキュラー菌根菌はほとん どが ασm認属であるこ
とが確認された(Fig.6)。
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検 出された αo盟雌 属 の配列 をさ.らにい くつかのグ
ループに分 け(Fig.6)、定量化の ため3種 類 の制 限
酵素 でPCR-RFLP解析 した と こ ろ、 ス ス キ で は.
GlomusAc,αomusA¢GlomusAe群が、 シバ では
GlomusAe群が優 占す ることが示 された(Table2)。
また、宿主植物 の地 上部刈取 りの効果 につ いて
解析 したところ、アーバスキ ュラー菌根 菌全体 の感
染率は刈取 り処理 によ りススキで減少 し、 シバ で は
刈取 りの影響 を受 けず一定 に推移 した(Fig.7)。ま
た、ア ーバ スキコ.ラー 菌根菌分類群毎 に刈取 りの効
果を見 ると、GlomusAcとGlomusAdは刈取 りによ
り推定感染率 が減少 したの に対 し、GlomusAeは刈
取 りの影響を ほ とん ど受 けない(Fig.8)。植物体 中
の糖含量を調べ る と、ススキでは刈取 り処理 によ り
低下 したの に対 して、シバでは一定に維持 した(Fig.
9)。GlomusAcとGlomusAd群の感 染の低下 は植物
体 中の 糖含 量 の低 下 と対応 して お り(Table3)、
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indicatesasignificantdifferencebetweentreatments
withinasamplingdateatP<0.05(Mann-Whitney
test).W晦esymbolsi皿dicatethedatewhendeR)1iation
treatmentswerecarriedout.Opencircles,control;closed
circles,defoliationtreatment.
GlomusAcおよびGlomusAdは宿 主か ら供給 され る
糖に高 い要求性を示す群で はな いか と推察 され た。
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Table3.Therelationshipsbetweenthecontentsofnon-structuralcarbohydrates(NSCs)inplantandtheestimated
percentagerootlengthcolonized(%RLC)byarbuscularmycorrhizal(AM}fungibelongingtoGlomusAc,GlomnsAd
andGlomusAein③.Mj8α躍 乃囎5fηθ短8and(b)Zρy5めノ卿oπまα軍roots.TotalNSCisoo皿posedof驚dudngsugar
(R),non-reducingsugar(IV)andstarch(S).ValuesareSpearmanrankcorrelationcoefficients.j'P<0.1,*P<0.05,**P<0 .01.
(a)
Wholeplant(n冨24)Above-ground(n=23、Below一 霞roundfn=24、
MiscanUiurRNSTotalNSCRNSTotalNSCRNSTotalNSC
GlomusAcO.429*0.639**0.415*0.577**0.348
GiomusAdO.2530.3340.2180.359j'0.293
GlomusAe-0.103-0.2110.046_0.138-0.115
0521噛
0. 48
-0.141
0.2290.493*0.225
0.488*0.424*0.307
0.021-0.199-0.233
0.353†0.405*0.473寧
0.1350.0550.090
-0.213-0.221-0.225
(b)
Zq頭αR
GIomusAd-0.125
GlomusAe-0.121
GlomusAcO.407fO.138-0.1960.009
Wholeplant(n=22)
NSTotalNSC
-0.0210.0830.029
-0.123-0.133-0.090
.360j
o.oas
-o.aso
Above-ground(n=?A)
NSTotalNSC
O.366tO.381tO.479
0.013-0.075-0.045
-0.387j'一〇.050-0.456
Below-ground(n=22)
NSotaNSC
O.325-0.037-0.200-0.124
-0.367fO.0350.0080.061
0.2580.059-0.0930.059
また、GlomusAe群で は推定感染率 と糖含量 との 間
に相 関関係が ほ とん ど見 られず(Table3)、G】omus
Ae群 は糖 レベ ルが低 くとも感 染の維持 が可能な 群
と推察 され た。
また、 ススキ とシバ の感 染菌構成は調査開始時 に
異な ってお り、 ススキではGlomusAc,GlomusA¢
GlomusAe群が、 シバ ではGlomusAe群の優 占が観
察 された。 これを先述 の推 測 に照 らして考え ると、
宿 主 に対 し糖 供 給 を 多 く要 求 す るGlomusAc,
G】omusAd群はススキの様な高い還元糖 レベルを も
つ草種に対 し感染可能であるが、低 レベルのエネル
ギーでも生存できるGiomus.Ae群は糖 レベルには関
係なく多 くの草種に感染可能であると考え られる。
.これまで宿主植物一アーバスキュラー菌根菌には分
類群 レベルでの特異性はないと考えられてきたが 、
本研究により野外において生態的特異性が存在す る
ことが示唆された。
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本研究では、野外菌根におけるアーバスキュラー
菌根菌の群集構造を解析する方法 として、Fig.10の
方法を採用す ることにより、感染菌構成を詳細な分
類群 レベルでかつ定量的に解析することを可能と し
た。また、野草地の代表的な優 占植物であるススキ
とシバにおいて、感染率変動や感染菌の構成が草種
間で異なり、また刈取 りに対する反応性 も異なるこ
とを明らか とした。この要因として感染菌の宿主植
物に対するエネルギー要求性の違いや植物の再生力
の違いが考え られた。
日本の代表的な野草地であるススキ草地は、強度
の刈取 りや放牧が加わえ られると、シバ草地へと遷
移することが知 られている。撹乱が加え られススキ
草地か らシバ草地へ遷移をする際、菌群集構造も同
時に変化することが予想され(Fig.11)、草地植生
の遷移とアーバスキュラー菌根菌の群集構造の間 に
密接な関係があることが本研究により示唆された。
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論 文 審 査 結 果 要 旨
アーバスキュラー(VA)菌根菌は土壌性の真菌類で,陸上植物種の80%以上で感染が認め られて
いる。菌は宿主 より光合成産物を受ける一方で,土壌中より収集 した燐(P)を宿主 に供給す る相利
共生関係を成立 させている。 このP供 給作用は可給態Pレ ベルの低いわが国の多 くの土壌では,植
物の生産や植生遷移に大 きな役割を果たしているものと考えられる。特に施肥の行われない野草地生
態系のP動 態ではそゐ存在は無視できない。植物へのVA菌 根菌 は現在5科7属150種 が記載 され
ているが,絶対共生菌であることか ら単離培養は不可能で,こ れまで種同定は土壌中に形成される胞
子の形態的特長 により行われて きた。 したがって実際に菌根を形成 している菌種の情報 は殆 ど得 られ
ておらず,菌 と宿主 との共生関係解析の大 きな障害 となっていた。本研究は,わが国の代表的野草地
であるススキとシバ草地での構成植物の菌根菌感染の実態を把握することか ら始 まり,遺伝子情報を
用いた感染菌の識別法の開発,そ の手法を用いてススキ ・シバ根の感染菌の群集構造の動態について
の解析を行 っている。その概要は以下の通 りである。
1.顕微鏡観察によるVA菌 根菌の野草地における感染実態。
ススキ草地ではススキを主体に,オ カ トラノオ,ミ ッバッチグリについて,シ バ草地ではシバにっ
いてVA菌 根菌感染実態を生育期を通 じて調べた。代表的草種であるススキとシバ にっいて述べ る
と,多 くの季節でススキはシバにくらべ感染率が高い。 ススキ,シバ とも感染率の最大 はバイオマス
が最大期 となる8月であったが,そ の後,ス スキの感染率は低下 し,シバは一定の感染率を保持 した。
この感染率の季節変化は,他草種の変動パターンからも,それぞれの草種のフェノロジーの違いによ
る光合成産物生産および分配の変化の影響が大きいものと推察 された。
2.18SrRNA遺伝子情報によるVA菌 根菌識別法の開発
菌 と宿主間の関係解析には,菌根中の菌種を明らかにすることが重要な情報となる。本研究ではこ
れまで殆 ど成功 しなかった野外菌根か らのDNA抽 出とそれを鋳型 としたPCR増殖およびPCR産
物をもとに感染菌の系統解析を行った。 この方法により感染菌の分類群 レベルでの識別を可能とした。
3.ス・スキ ・シバと共生するVA菌 根菌群集構造の動態解析
系統解析からススキおよびシバ根に感染するVA菌 根菌は殆 どがGlomus属であることが確認 さ
れた。 これをさらにグループ分けすると,ス スキではGlomusAc,Ad,Ae群が,シバではGlomus
Ae群が優占することが判明 した。刈 り取 り処理で宿主の糖 レベルを変化 させた結果,GlomusAe,
Ad群は高い還元糖 レベルを持っ植物に,GlomusAe群は糖 レベルには関係な く多 くの植物を宿主
とすることが可能であることが判明 した。 これまでVA菌 根菌は宿主特異性 はないと考え られてき
たが,生態的特異性が存在することが,本研究により明 らかとなった。
以上,本 研究はVA菌根菌の草原における動態を,菌根中の菌として分類群 レベルでの把握を可能
とし,また宿主 一感染菌の種特異性について生態的特異性の存在を明らカ}とした。これ らは本分野の
研究発展に対 し大 きく貢献するものである。よって審査員一同は,本論文提出者に対 し,博士(農学)
の学位を授与するに値す るものと判断 した。
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